ФАРМАКОЛОГИЯ 


компетентных клеток в крови морских свинок не позволяет оценить степени эффективности каж- 
дого иммуномодулирующего средства в отдельности. 
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АНТАГОНИСТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ 
ПРОБИОТИКОВ ПО ОТНОШЕНИЮ К 
МИКОБАКТЕРИЯМ ТУБЕРКУЛЕЗА 


Широко известна эффективность при- 
менения различных пробиотиков для про- 
филактики и коррекции дисбиозов у лю- 
дей и животных, вызванных многими пато- 
генными и условно-патогенными микроор- 
ганизмами. В процессе жизнедеятельности 
бактерии-пробионты вырабатывают ком- 
плекс биологически активных соединений, 
избирательно воздействующих на болез- 
нетворные бактерии. Например, лизоцим 
резко снижает способность грамотрица- 
тельных бактерий к делению и размноже- 
нию, молочная кислота замедляет их рост, 
перекись водорода разрушает их клеточ- 
ную стенку. Бактериоцины обладают бак- 
териостатистическим действием на гра- 
мотрицательную и грамположительную 
флору. По силе воздействия на негативную 
кишечную микрофлору, а также на мик- 
рофлору влагалища препараты из живых 
бактерий могут быть альтернативой анти- 
биотикам. Дополнительным механизмом, 
усиливающим защитные свойства пробио- 
тиков является обмен сигнальными моле- 
кулами с иммунокомпетентными клетка- 
ми слизистых оболочек, стимулирующий 
продукцию секреторного иммуноглобули- 
на А, комплемента, лизоцима и блокирую- 
щий прикрепление патогенных бактерий к 
поверхности слизистой [1,3,4]. 

В ветеринарии назрела необходимость 


применения пробиотиков с антагонисти- 
ческими свойствами против микобактерий 
туберкулеза в связи с тем, что молодняк 
скота обычно заражается туберкулезом 
алиментарным путем в первые дни жизни. 

В литературе хорошо освещены раз- 
личные методы изучения антагонистичес- 
кого действия пробиотиков на различные 
бактриальные патогены. Чаще всего куль- 
туры засевают на чашки Петри с питатель- 
ным агаром перпендикулярными штри- 
хами или перекрещивающимися капля- 
ми. Существенно отличаются и критерии 
оценки полученных результатов, но ча- 
ще всего о степени антагонистической ак- 
тивности бактерий судят по величине зо- 
ны задержки роста индикаторных микро- 
бов. Значительно реже оценивается коли- 
чество индикаторных бактерий (КОЕ) ‚на 
которое представители пробиотиков ока- 
зывают ингибирующее действие. Поэтому 
данные, получаемые различными автора- 
ми при изучении микробного антагонизма 
не всегда однозначны [2]. 

Трудность изучения антагонизма про- 
биотиков и патогенных микобактерий за- 
ключается в особенностях биологии этих 
видов: очень медленный рост и особые 
требования к средам затрудняют их одно- 
временное выращивание. 

Целью данного исследования явилась 
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разработка различных способов изучения 
антагонистической активности пробиоти- 
ка «Окарин» по отношению к микобакте- 
риям различных видов. 

Материалы и методы 

В работе использованы штаммы мик- 
роорганизмов, полученные из ГИСК им. 
Л.А. Тарасевича (г Москва): М. (абегсиЮ- 
$15 (шт. Академия), М. Боу1$ (шт. УаПее, Вау- 
епа!, ВСС), М. ауцит (шт. ГИСК), М. рШе! 
(1). Пробиотик «Окарин» выпускает фир- 
ма ИмБио (г Нижний Новгород) филиал 
фирмы «Микроген» (г Москва) в лиофи- 
лизированной форме. В состав пробиоти- 
ка «Окарин» входят три штамма ЕзсвегсВ- 
1а сой (Г-35-1/59, Г-35-2/60, Г-35-3/61) и один 
штамм Ещегососсиз Ёаесаз (Г — 35- 4/62). 

Лиофилизированный пробиотик для 
работы разводят в изотоническом раство- 
ре хлорида натрия так, чтобы в 1мл содер- 
жалось 5+2 х 107КОЕ. 

Микобактерии культивировали на 
плотных яичных средах Левенштейна- 
Иенсена и Финн-2. Инкубирование проби- 
отика, микобактерий и смеси пробиотика 
с микобактериями проводили на среде Со- 
тона. Разведение культур микобактерий в 
изотоническом растворе хлорида натрия 
проводили так, чтобы в контроле при по- 
севе 10мкл суспензии микроорганизмов на 
плотную среду вырастало от 20 до 40 коло- 
ний. Эти разведения отрабтывали для каж- 
дого штамма отдельно. 

Фильтраты культуральных жидкос- 
тей готовили с помощью стерилизующих 
фильтров ‘уре С$О 0,22мкм для шпри- 
цов с предварителным центрифугировани- 
ем при 4000 об/мин. Гретые фильтраты и 
гретую суспензию пробиотика «Окарин» 
получали прогреванием пробирок с куль- 
туральными жидкостями на водяной бане 
при 100Е С в течение 5-10 минут. 

Опыты по изучению бактерицидной 
активности фильтратов проводили следу- 
ющим образом: 

1 серия - засевали суспензию микобак- 
терий в объеме 10мкл, содержащую взвесь 
с концентрацией приблизительно 500 мл- 
рд. клеток в 1 млс последующим фильтро- 
ванием через 6 суток выращивания; 

2 серия - засевали суспензию пробиоти- 
ка в объеме 10 мкл, содержащую 5-10х107 
КОЕ в 1мл с последующим фильтровани- 
ем через 6 суток выращивания (серия 2а 
— негретый фильтрат, серия 26 — гретый 
фильтрат); 

3 серия - засевали суспензию пробиоти- 
ка в объеме 10 мкл, содержащую 5-10х107 
КОЕ в 1мл и через 6 суток выращивания 


при 37° С прогревали при 100° С на водя- 
ной бане в течение 5-10 минут; 

4 серия - засевали суспензию пробиоти- 
ков и микобактерий (отдельно для 4 видов 
:а, 6, в, г) в тех же объемах соответственно 
с последующим фильтрованием через 6 су- 
ток выращивания. 

Измеряли рН культуральных фильтра- 
тов. Наслаивали фильтраты и гретую сус- 
пензию пробиотика на плотные питатель- 
ные яичные среды в количестве 1мл и вы- 
держивали в термостате при 37° С до пол- 
ного всасывания в среду. После всасывания 
фильтратов и суспензии проводили посе- 
вы микобактерий пяти видов на 3 пробир- 
ки с плотной средой и культивировали до 
40 дней при 37° С. 

Во всех опытах проводили контроль- 
ные посевы для сравнительного подсче- 
та колоний на средах с культуральны- 
ми фильтратами и без них. Опыты счита- 
ли правильно поставленными, если коли- 
чество микроорганизмов в контрольных 
посевах колебалось от 20 до 40 колоний 
и было легко считаемым. После подсчета 
колоний в контроле и в опыте вычисляли 
индекс блокирования роста (ИБР): ИБР = 
К/К, где К, - количество колоний в конт- 
роле, К, - количество колоний в опыте. 

Все опыты проводили в трехкратной 
повторности._ 

Результаты и обсуждение 

Посевы микобактерий в среду Сотона 
не выявили их роста в течение 10 суток ин- 
кубации. Посевы пробиотика «Окарин» на 
среду Сотона дали через 2 суток достаточ- 
но хороший рост, сопоставимый по плот- 
ности с посевом на мясо-пептонный буль- 
он. 

Измерение рН фильтратов показало 
незначительные колебания от 6,9 до 72, 
что не могло отразиться на росте мико- 
бактерий. В опытах по изучению воздейс- 
твия культуральных фильтратов (четырех 
серий) на рост микобактерий (табл.) были 
получены следующие результаты: культу- 
ральные фильтраты серии 1 не оказывали 
действия на скорость роста и количество 
колоний микобактерий при выращивании 
их на двух питательных средах. 

Фильтраты серии 2 (гретые и негре- 
тые) снижали число колоний микобакте- 
рий в 2,4-3,6 раза. Гретая суспензия проби- 
отика «Окарин» (серия 3) оказывала та- 
кое же действие на микобактерии как и 
его фильтраты, снижая число колоний ми- 
кобактерий в 2,4 раза . Фильтраты серии 4 
(совместное инкубирование пробиотика и 
микобактерий четырех видов) существен- 
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но влияли на количество выросших коло- 
ний микобактерий, снижая их число в 6-9 
раз. 

Отмечено также бактериостатическое 
действие фильтратов (серия 4): появление 
колоний в присутствии таких препаратов 
отставало на 2-10 дней по сравнению с кон- 
тролем. Исследование влияния срока хра- 
нения культуральных фильтратов при 4° 
С выявило их активность в течение 1 года 
хранения (срок наблюдения). 

Таким образом, в результате проведе- 
ния опытов разработаны два способа изу- 
чения антагонистической активности про- 
биотика «Окарин» по отношению к четы- 
рем видам микобактерий. Наиболее перс- 
пективным оказался способ, основанный 
на совместном инкубировании пробиоти- 
ка и микобактерий с последующим полу- 
чением стерильного фильтрата и изучения 
его действия на рост колоний микобакте- 
рий. Повидимому совместное инкубирова- 
ние пробиотика «Окарин» и микобактерий 
стимулирует выработку пробиотиком бак- 
териоцинов, угнетающе влияющих на рост 
культур микобактерий. 

Особый интерес представляют собой 
фильтраты, полученные при совместном 
инкубировании пробиотика и М. рШе!1. Это 


сапрофитный вид микобактерий, доста- 
точно далекий по таксономии от туберку- 
лезных микобактерий, однако фильтрат, 
полученный после совместного инкубиро- 
вания с пробиотиком так же активен, как и 
фильтраты, полученные после инкубиро- 
вания пробиотика с туберкулезными ми- 
кобктериями. 
Выводы 

1. Разработаны способы изучения ан- 
тагонистического воздействия пробиоти- 
ка «Окарин» на патогенные микобактерии 
с использованием стерильных культураль- 
ных фильтратов, полученных в результате 
выращивания пробиотика и пробиотика с 
микобактериями разных видов. 

2. Фильтраты, полученные после вы- 
ращивания пробиотика «Окарин» на сре- 
де Сотона (гретые и негретые) оказывают 
умеренное влияние на рост микобактерий, 
снижая КОЕ в 2-3 раза. 

3. Пробиотик «Окарин» в жидкой син- 
тетической среде Сотона в присутствии 
микобактерий вырабатывает бактерицид- 
ные вещества, оказывающие бактериос- 
татическое и бактерицидное действие на 
рост патогенных микобактерий и снижаю- 
щее КОЕ микобактерий при выращивании 
на плотных питательных средах в 6-9 раз. 


Индекс блокирования роста (ИБР) препарата «Окарин» по 
отношению к штаммам патогенных микобактерий 


и Штаммы Среднее 
опытов Варианты опыта М. аушт | М. {абегс | М.Боу1$ | М.Ъ0у%15 | М. ЪБо\15 ИЕР 
(ГИСК) | (Академия) | (УаПее) | (Вауепа!) | (ВСС) | НИ® 

1 ие 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
зии микобактерий 

2а Фильтрат проби- 32 2.0 1,3 4,6 1,0 2,42 
отика негретый 

20: ` | ЗИ АтарОВи: 5.0 1.0 4.0 1.48 6.0 3,67 
отика гретый 
Суспензия про- 

3 биотика гретая 1,4 2,6 1,0 1,0 6,0 24 
Фильтрат пробиоти- 

4а ка с М. Воу\1з (ВСС) 15,8 55 51 55 п 78 
Фильтрат пробиоти- 

46 касМ. ибегс (Асач.) 10,0 31 5,1 6,5 5,36 6,07 
Фильтрат проби- 

4в отика с М. ау1- 8,5 5,2 17 12/75 10,0 7,62 
ип (ГИСК) 
Фильтрат робиоти- 

4г ка с М. рше! (№ 1) 14,0 5,3 9,6 - - 9,6 


- исследование не проводили 
РЕЗЮМЕ 


Разработаны способы изучения антагонистической активности пробиотика «Окарин» на патоген- 
ные микобактерии с использованием стерильных культуральных фильтратов, полученных в резуль- 
тате выращивания пробиотика или пробиотика с микобактериями в жидкой среде Сотона. В при- 
сутствии микобактерий пробиотик вырабатывает активные бактериоцины, снижающие КОЕ мико- 
бактерий при выращивании на плотных средах в 6-9 раз. 
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ПРИМЕНЕНИЕ ПРЕПАРАТА ПЕПСОВИТ 
ПРИ ДИАРЕЙНОМ СИНДРОМЕ ПОРОСЯТ, 
ВЛИЯНИЕ ПЕПСОВИТА НА ИММУННЫЙ СТАТУС 


В 2005 году ветеринарными лаборато- 
риями Липецкой области на колибактери- 
оз происследовано 2573 проб, из них поло- 
жительных 550 или 21,4%. На колибакте- 
риоз рогатого скота приходится от обще- 
го числа положительных - 33,1%, свиней — 
13,1%, птицы - 50,4%. Заболевание свиней 
сальмонеллезом регистрировалось в 11%, 
дизентерией - в 19%, отечной болезнью — 
24%. 

От свиней чаще выделяются серотипы 
эшерихий 08, 0139, 0141, К-88, сальмонел- 
ла суис. 

На крупных фермах с круглогодовыми 
опоросами заболевание чаще принимает 
стационарный характер и не имеет опреде- 
ленной сезонности. Чередование вспышек 
и спадов связано с ухудшением санитарных 
условий приема опоросов, скармливанием 
глубокосупоросным и опоросившимся сви- 
номаткам недоброкачественных кормов, 
питательной неполноценностью рацио- 
нов маток и поросят, иммунным состояни- 
ем маток. Источником инфекции являются 
больные и переболевшие поросята, а так- 
же взрослые животные - носители возбу- 
дителей, которые выделяют во внешнюю 
среду большое количество антитгена, за- 
грязняя корма и окружающие предметы. 

Для борьбы и профилактики заболева- 
ния поросят диареей в хозяйствах осущест- 
вляется комплекс мероприятий, направ- 
ленных на повышение общей резистент- 
ности организма поросят-сосунов, улучше- 
ние ветеринарно-санитарных условий при 
опоросе маток и уничтожение возбудителя 


во внешней среде. 

Перспективным являются разработки 
и использование дешевых кормовых доба- 
вок из местного сырья. 

Для лечения и профилактики колибак- 
териоза нами был испытан препарат эн- 
теросгель, цеолитосодержащая порода 
(ЦСП) Тербунского месторождения Ли- 
пецкой области, микрокристаллическая 
целлюлоза и препарат пепсовит приме- 
няемые как детоксицирующие средства в 
борьбе со многими болезнями животных. 

При применении энтеросгеля два раза 
в сутки по 3 г сохранность поросят группы 
0—4 месяца составила 92-96%, привесы уве- 
личивались на 30-50%, при обычной схеме 
лечения с применением антибиотиков со- 
хранность была 72-76%. 

При применении цеолитсодержащих 
пород по 50 г в сутки в корм поросят груп- 
пы 2—4 месяца сохранность была выше на 
4,5%, среднесуточный прирост живой мас- 
сы таких поросят был на 9,5% выше, чем в 
контрольной группе. 

Расширение производства и примене- 
ния в ветеринарных целях энтеросгеля и 
цеолитсодержащих пород позволил повы- 
сить эффективность лечебно-профилак- 
тических мероприятий при заболеваниях 
поросят с диарейным синдромом. 

В неблагополучных хозяйствах про- 
водят вакцинацию супоросных свинома- 
ток против колибактериоза на 82-92 день 
супоросности, при необходимости вакци- 
нируют поросят старше 10- дневного воз- 
раста. Вакцину подбирают с учетом выде- 
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